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と、抗炎症性の M2 の 2 型が存在する。M2 は、走化因子である macrophage-colony stimulating 
factor (M-CSF)により分化し、組織障害の修復に係わることがわかっている。私たちは、こ








与後 0,6 日目に腎組織を採取した。M2 の分化を促進させるため、さらに組換え型ヒト M-CSF 
5.0 μg/body を 6 日間同時投与した群も作成し、計 6 群とした。腎結石形成を偏光顕微鏡お
よびシュウ酸カルシウム染色により評価した。結石関連遺伝子として osteopontin(OPN)、
monocyte chemoattractant factor 1 (MCP-1)、CD44 を、Mφ関連遺伝子として M1（CD11c, iNOS, 
IL-6, TNF-α）、M2（CD163, CD206, Ym-1, Arginase1）の発現を免疫染色・Western blot・
定量 PCR 法を用いて評価した。さらに腎組織中の M2 を、表面マーカーを用い flow cytometry
にて定量化し、比較した。 
研究②：8週齢+/+の大腿骨・脛骨から骨髄細胞を採取し、7日間培養させて骨髄由来 Mφと
し、その後 granulocyte macrophage-colony stimulating factor を用いて M1 に、M-CSF を
用いて M2 に分化させた。M1、M2 に蛍光標識させた COM 25μg/cm2 を暴露し、0,1,6,24 時間
後に細胞を回収して flow cytometry による COM 貪食能の比較を行った。結石および Mφ関連
遺伝子を定量 PCR 法により評価した。さらに中和抗体を用いた OPN, MCP-1, CD44 の抑制下お
いて、同様に M2 に COM を暴露し、貪食能の変化を比較した。 
研究③：8週齢雄の+/+/、op/op に研究②で用いた骨髄由来の M2(1.0x106個)を尾静脈から投
与し、その後にグリオキシル酸 80mg/kg を 6 日間腹腔内投与し、研究①と同様に腎結石形成・
結石関連遺伝子・Mφ関連遺伝子・M2 の発現を評価した。 
研究④：研究②で得られた骨髄由来の M1・M2 と、8週齢雄の+/+および op/op の腎組織から
抽出した Mφらを、microarray によるゲノムワイド解析を行い、遺伝子発現を比較した。 
 
【結果】 
研究①：op/op 群の結石形成量は、+/+・+/op 群と比べて約 10 倍に増加していた（P=0.003）。




研究②：M2 は M1 に比べて、COM 貪食率および結石関連遺伝子の発現が有意に高値であった。
M2 では、抗炎症性サイトカインである Ym-1・Arginase1 の発現が著明に高値であった。さら
に MCP-1・CD44 の中和抗体を用いた結石関連遺伝子の抑制により、M2 の COM 貪食率は増加し
た。 
研究③：M2 の経静脈的投与により、op/op 群では、腎組織中の M2 の発現が増加し、結石形成
量・結石関連遺伝子の発現は有意に低下した。 
研究④：op/op 由来の腎 Mφでは、+/+と比較して M2 関連遺伝子の発現が低下していた。 
 
【考察】 




  論文審査の結果の要旨 
【目的】腎結石の自然消失に Mφが関与している可能性が報告されている。Mφには炎症時に活性化する
M1Mφと、それとは対極的に抗炎症効果を有する M2Mφの 2 型が存在する。M2Mφは走化因子である M-
CSF により分化し、創傷治癒に関わることが知られている。これらの知見から、M2Mφが結石消失に関わ
っているのではないかと推察し、腎結石形成モデルでの抑制機序における M2Mφの役割を解析した。 
【方法】<実験 1> 8 週齢雄の M2 機能不全マウス(op/op)、ヘテロ型(+/op)、野生型(+/+)マウスにグリオ
キシル酸 80mg/kg を連日腹腔内投与して腎結石を惹起し、0,6 日目に腎組織を採取した。M2Mφの分化を促
進させるため、M-CSF を 6日間同時投与した群も作成した。腎結石形成量を評価するとともに、結石関連
遺伝子として osteopontin(OPN)、MCP-1、CD44、Mφ関連遺伝子として M1Mφ(CD11c,iNOS,IL-6,TNFα)、
M2Mφ(CD163,CD206,Ym-1,Arginase1)の発現を免疫染色・Western blot・定量 PCR 法を用いて評価した。
さらに腎組織中の M2Mφを flow cytometry にて定量化し、比較検討した。<実験 2> 8 週齢+/+から骨髄細
胞を採取し、7日間培養させて骨髄由来 Mφとし、その後 GM-CSF 用いて M1Mφに、M-CSF,IL-4 を用いて
M2Mφに分化させた。M1,M2Mφに蛍光標識させたシュウ酸カルシウム 1水和物（COM）を暴露し、0,1,6,24
時間後に細胞を回収して COM 貪食能を比較した。さらに OPN, MCP-1, CD44 抗体により中和した後、M2Mφ
による COM 貪食能の変化を検討した。<実験 3> 8 週齢雄の+/+、op/op に骨髄由来 M2Mφ(1.0x106個)を尾
静脈から投与し、腎結石形成に対する効果を評価した。<実験 4> 骨髄由来 M1,M2Mφと 8週齢雄の+/+およ
び op/op の腎組織から抽出した Mφについてマイクロアレイ解析を行い、遺伝子発現を比較した。 
【結果】<実験 1> op/op 群における結石形成量は、+/+, +/op 群に比較して約 10 倍増加し、OPN, MCP-
1, CD44 発現は、op/op 群において有意に増加していた。いずれの表現型においても、M-CSF 投与により
結石形成量は減少し、結石関連遺伝子発現も低下した。M2Mφおよびその関連遺伝子発現は op/op 群に
おいてのみ有意に低下し、M-CSF 投与により増加した。<実験 2> COM 貪食率および結石関連遺伝子発現
は M2Mφで有意に高値を示した。さらに M2Mφによる COM 貪食率は MCP-1 あるいは CD44 中和抗体により
増加した。<実験 3> 経静脈的に M2Mφを注入することにより、op/op 群では腎結石形成量・結石関連遺
伝子の発現は有意に低下し、腎組織中の M2Mφ数が増加した。<実験 4> op/op 由来の腎 Mφでは、+/+と
比較して M2 関連遺伝子の発現が全般的に低下していた。 
【考察】CSF-1 シグナルにより腎結石形成が抑制されたが、これには M2Mφ増加による結晶貪食作用の
亢進が関与していることが明らかとなった。 
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